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coli,	 bactérie	 anaérobe	 facultative	 prévalente,	 peut	 être	 divisée	 en	 sept	 groupes	
phylogénétiques	principaux.	Le	groupe	phylogénétique	B2	comprend	le	plus	grand	nombre	de	
souches	 responsables	 d’infections	 extra-intestinales	 (méningites	 néonatales,	 infections	





une	 très	 grande	 capacité	 à	 acquérir	 le	 fer,	 notamment	 via	 les	 sidérophores.	 Les	 souches	
appartenant	au	groupe	B2	sont	aussi	 les	seules	capables	de	synthétiser	une	génotoxine,	 la	
colibactine.	 Celle-ci	 induit	 des	 cassures	 de	 l’ADN	double	 brin	 dans	 les	 cellules	 eucaryotes,	
pouvant	 être	 à	 l’origine	 de	 cancers	 colorectaux	 ou	 d’un	 défaut	 de	 développement	 de	 la	
barrière	 intestinale.	 Les	sidérophores	et	 la	colibactine	appartiennent	à	 la	même	famille	de	
molécules,	 i.e.	 des	 hybrides	 polycétide-peptide	 non	 ribosomaux.	 Leur	 biosynthèse	 fait	
intervenir	des	enzymes	multifonctionnelles	qui	doivent	être	activées	par	 fixation	covalente	
d’un	groupement	4’-phosphopantethéïnyl	 (P-pant).	Cette	modification	post-traductionnelle	
est	 catalysée	 par	 la	 4’-phosphopantethéïnyl	 transférase	 (PPTase).	 La	 PPTase	 ClbA	 est	
impliquée	dans	la	synthèse	de	colibactine.	La	PPTase	impliquée	dans	celle	des	sidérophores	
est	EntD.			
Récemment,	 notre	 équipe	 a	 montré	 que	 ClbA	 pouvait	 participer	 à	 la	 synthèse	 des	
sidérophores,	et	remplacer	EntD.	Ceci	montrait	pour	la	première	fois	une	connexion	entre	les	




disponibilité	en	 fer,	nous	avons	 fait	 l’hypothèse	que	 l’expression	de	clbA	et	synthèse	de	 la	






la	 colibactine,	 et	présenter	un	avantage	dans	 l’établissement	de	 la	 colonisation	du	 tractus	
intestinal.		
Le	 rôle	potentiel	de	 la	colibactine	dans	 l'établissement	de	 la	colonisation	 intestinale	par	E.	
coli	constitue	la	seconde	partie	de	mon	travail	de	thèse.	L’utilisation	d’un	modèle	murin	qui	
permet	 de	 reproduire	 la	 transmission	 naturelle	 des	 E.	 coli	 du	 microbiote	 de	 la	 mère	 au	
nouveau-né,	suggère	que	la	colibactine	joue	un	rôle	dans	la	colonisation	intestinale.		
En	 conclusion,	 nous	 avons	 mis	 en	 évidence	 que	 la	 biosynthèse	 de	 la	 colibactine,	 et	 la	
transcription	 de	 clbA	 étaient	 régulées	 par	 le	 fer,	 et	 que	 la	 colibactine	 pourrait	 favoriser	

















































































































































































































































représente	 en	 moyenne	 dix	 fois	 le	 nombre	 total	 de	 cellules	 du	 corps	 humain	 [3–5].	 Des	
techniques	basées	sur	l’analyse	de	la	diversité	des	génomes	montrent	que	le	microbiote	se	
divise	en	environ	50	grands	phyla,	mais	deux	prédominent	:	les	Firmicutes	et	les	Bacteroidetes	
[6].	 Des	 proportions	 moins	 importantes	 sont	 retrouvées	 pour	 d’autres	 phyla	 comme	




















qui	 existent	 selon	 la	 localisation	 (gradient	 de	 pH	 et	 d’oxygène	 par	 exemple).	 La	 couche	 de	 mucus	 diffère	
également	selon	la	localisation	:	alors	que	l’intestin	grêle	(à	gauche)	ne	contient	qu’une	seule	couche,	le	côlon	

















dans	 le	côlon.	Ainsi,	 la	communauté	microbienne	dans	 l’intestin	grêle	est	dominée	par	des	
bactéries	anaérobies	 facultatives,	comme	 les	Firmicutes	et	 les	Actinobactéries,	alors	que	 la	
prévalence	des	Bacteroidetes	est	plus	importante	dans	le	côlon,	qui	contient	la	plus	dense	et	
la	plus	diverse	communauté	microbienne	de	tous	les	habitats	du	corps	[8]	(Figure	2).	
En	 plus	 de	 l’hétérogénéité	 longitudinale	 retrouvée	 pour	 la	 composition	 du	 microbiote	
intestinal,	il	existe	une	grande	variation	transversale,	de	l’épithélium	intestinal	vers	le	centre	
de	 la	 lumière	 intestinale.	 En	 effet,	 le	 long	 de	 l’intestin	 grêle	 et	 du	 côlon,	 des	 cellules	







stérile	 et	 difficile	 à	 dégrader.	 Le	 gel	 de	 mucus	 adhérent	 fournit	 une	 matrice	 pour	 la	











être	 utilisés	 par	 les	 bactéries	 comme	 source	 d’énergie	mais	 aussi	 être	 transformés	 en	









ce	 dès	 la	 naissance.	 La	 présence	 de	 bactéries	 dans	 le	 liquide	 amniotique	 de	 nouveau-nés	
suggère	 que	 les	 nouveau-nés	 ne	 sont	 pas	 stériles	 à	 la	 naissance	 [14,15].	 Cependant,	 au	
moment	 de	 la	 naissance	 le	 nouveau-né	 se	 retrouve	 exposé	 à	 de	 nombreuses	 bactéries	
provenant	 de	 sa	 mère	 (flore	 vaginale,	 intestinale	 et	 cutanée)	 et	 de	 son	 environnement	





























La	 composition	 du	 microbiote	 se	 diversifie	 en	 fonction	 de	 différents	 paramètres	 comme	
l’allaitement	et	se	stabilise	après	 la	diversification	alimentaire.	En	effet,	une	fois	établie,	 la	
composition	du	microbiote	est	spécifique	à	l’hôte	et	relativement	stable	[18–20].		
1.3. Les	facteurs	 influençant	 la	mise	en	place	du	microbiote	pendant	 la	
période	néonatale		
La	période	 comprise	 entre	 la	 naissance	et	 la	 diversification	du	 régime	alimentaire	 est	 une	
période	 critique	 pour	 le	 déroulement	 de	 la	 colonisation	 du	 tractus	 intestinal	 [21,22].	 De	
nombreux	 facteurs	 sont	 impliqués	 dans	 la	 modulation	 de	 la	 composition	 du	 microbiote	
intestinal	 tout	au	 long	de	 la	vie.	Certains	sont	 liés	à	 l’hôte	 (terrain	génétique,	âge,	état	de	
santé…),	 d’autres	 sont	 liés	 au	 régime	 alimentaire	 et	 à	 l’environnement	 (antibiothérapies,	




Les	 infections	 vaginales	 ou	 les	 périodonties	 peuvent	 aboutir	 à	 une	 invasion	 de	 l’environnement	 utérin.	 Le	
microbiote	oral	ou	 intestinal	peut	être	 transporté	via	 la	 circulation	 sanguine,	de	 la	mère	au	 fœtus.	 Le	mode	
d’accouchement	modifie	également	l’inoculum	initial	des	nouveau-nés.	Pendant	la	période	post-natale,	d’autres	









microbiote	différente	de	 ceux	nés	 par	 voie	 basse,	 et	 acquièrent	 des	 espèces	bactériennes	
proches	 de	 celles	 retrouvées	 notamment	 sur	 la	 peau	 de	 leur	mère	 [24–26].	 Si	 une	 étude	




Enfin,	 il	 a	 été	 montré,	 d’une	 part	 que	 les	 différences	 observées	 entre	 les	 enfants	 nés	
naturellement	ou	par	césarienne	sont	toujours	visibles	plusieurs	mois	après	la	naissance	et	
jusqu’à	plusieurs	années	après	[23,28];	d’autre	part,	que	le	microbiote	intestinal	des	enfants	





Le	 lait	 influence	fortement	 le	développement	du	microbiote	 intestinal	 [29].	En	effet,	 le	 lait	
maternel	contient	un	large	éventail	de	nutriments	nécessaires	à	la	croissance	de	l’enfant	tels	
que	 des	 carbohydrates,	 des	 nucléotides,	 des	 acides	 gras,	 des	 immunoglobulines,	 des	
cytokines,	 des	 lactoferrines	 et	 des	 facteurs	 immunomodulateurs	 [30,31].	 En	 plus	 de	 ces	
nutriments,	le	lait	maternel	abrite	un	nombre	important	d’espèces	bactériennes	telles	que	les	
Staphylocoques,	 les	 Lactobacilles,	 les	 Streptocoques,	 les	 Bifidobactéries	 et	 des	 E.	 coli,	
provenant	probablement	de	la	peau	du	sein	et	des	conduits	lactaires	[32,33].		






galacto-oligasaccharides)	 et	 probiotiques	 (Lactobacillus)	 a	 été	 décrite	 pour	 stimuler	 la	
croissance	 des	 Bifidobactéries	 et	 des	 Lactobacilles	 de	 manière	 similaire	 au	 lait	 maternel	
[35,36].	 Cependant,	 des	 différences	 importantes	 demeurent,	 entraînant	 des	modifications	
dans	la	composition	du	microbiote	chez	l’enfant.		
Les	modifications	du	microbiote	 chez	 l’enfant	en	 fonction	du	 type	de	 lait	 sont	encore	mal	




trois	 autre	 études	 publiées	 plus	 tôt	 [37–39].	 En	 revanche,	 plus	 récemment,	 une	 étude	






dans	 les	formules	 infantiles,	 la	concentration	de	fer	minimale	est	d’environ	4	mg/L	et	peut	








Une	 première	 étude	menée	 en	 1989	montre	 que	 les	 enfants	 alimentés	 avec	 une	 formule	
infantile	 supplémentée	 de	 lactoferrine	 ou	 de	 lactoferrine	 et	 de	 fer,	 aboutit	 à	 une	
augmentation	du	nombre	de	E.	coli	dans	le	groupe	dans	lequel	le	fer	a	été	ajouté.	En	revanche,	





ci).	 Si	 les	 résultats	 de	 cette	 étude	 montrent	 que	 cette	 supplémentation	 induit	 une	
augmentation	des	Clostridia	et	une	diminution	des	Bacteroides,	aucun	effet	n’est	observé	sur	
les	E.	coli,	les	Coliformes,	les	Bifidobacteriaceae	et	les	Lactobacillaceae	[44].	
Il	 a	 récemment	 été	montré	que	 la	 supplémentation	 en	 fer	 entraîne	une	 augmentation	du	
nombre	de	bactéries	potentiellement	pathogènes,	comme	les	Enterobacteriaceaes,	dans	 le	
microbiote	 intestinal	 d’enfants	 habitant	 en	 Côte	 d’Ivoire	 [45].	 Cette	 augmentation	 est	
associée	 à	 une	 diminution	 de	 bactéries	 bénéfiques	 telles	 que	 les	 Lactobacillaceae	 et	 une	
augmentation	de	calprotectine,	un	marqueur	de	l’inflammation	intestinale.	Des	conséquences	
similaires	 ont	 été	 observées	 chez	 des	 enfants	 Kényans	 [46].	 En	 effet,	 la	 supplémentation	





effet	sur	 le	nombre	de	Bifidobacteriaceae,	Lactobacillaceae	et	Clostridia	 	 [47].	Deux	autres	
études	 indépendantes	montrent	que	 les	 souris	 recevant	une	alimentation	 carencée	en	 fer	
présentent	une	augmentation	du	nombre	de	Lactobacillaceae	dans	la	microflore	intestinale,	
comparé	au	groupe	contrôle	[48,49].		
Chez	 le	 rat,	 une	 première	 étude	 publiée	 en	 1993	 montre	 une	 augmentation	 des	 E.	 coli,	
Lactobacillaceae	and	Clostridium	spp.	après	deux	semaines	de	supplémentation	en	fer	dans	
l’alimentation	 [50].	 Une	 étude	 plus	 récente	 décrit	 une	 augmentation	 du	 nombre	











d’une	 carence	 en	 fer	 alimentaire	 aboutit	 à	 une	 variété	 de	 résultats	 contradictoires.	 En	
travaillant	 in	 vivo,	 d’autres	 facteurs	 dépendants	 de	 l’hôte	 ou	 de	 l’environnement	 peuvent	
intervenir.	Par	exemple,	le	statut	de	l’homéostasie	du	fer	de	l’hôte	peut	varier	selon	le	fond	
génétique	du	modèle	rongeur	utilisé.	Ainsi,	l’étude	in	vitro,	dans	des	modèles	de	fermentation	
par	 exemple	 [54],	 de	 l’impact	 du	 fer	 sur	 la	modification	 des	 populations	 bactériennes	 de	
l’intestin	peut	être	nécessaire,	afin	de	mieux	contrôler	les	paramètres,	et	représente	ainsi	une	




	 En	conclusion,	 il	est	 important	de	mieux	comprendre	 les	effets	de	 la	variation	de	 la	




E.	 coli	 est	 une	 bactérie	 à	Gram	négatif	 qui	 appartient	 au	 phylum	des	 γ-Protéobactéries,	 à	
l’ordre	 des	 Entérobactéries	 et	 à	 la	 famille	 des	 Enterobacteriaceae.	 E.	 coli	 est	 la	 bactérie	
aérobie-anaérobie	facultative	majoritaire	du	tractus	GI	chez	les	mammifères.	En	effet,	si	elle	
peut	être	 retrouvée	comme	saprophyte	de	 l’eau	et	des	boues	 [56],	 sa	niche	principale	est	
l’intestin	de	l’Homme	et	des	animaux	à	sang	chaud	[57].	Ainsi,	plus	de	90%	de	la	population	
humaine	est	colonisée	par	E.	coli.		
Si	 E.	 coli	 est	 avant	 tout	 un	 hôte	 commensal	 du	 microbiote	 intestinal,	 elle	 est	 aussi	 un	
redoutable	pathogène.	Les	bactéries	de	l’espèce	E.	coli	posent	en	effet	un	réel	problème	de	
santé	publique	mondial,	puisqu’elles	causent	plus	de	deux	millions	de	décès	chaque	année	
dus	 aux	 diarrhées	 infantiles	 et	 aux	 infections	 extra-intestinales	 [57,58].	 On	 distingue	 les	
souches	 de	 E.	 coli	 pathogènes	 selon	 la	 localisation	 intestinale	 ou	 extra-intestinale	 des	
Chapitre	I	:	Le	microbiote	intestinal	
-	26	-	
infections	 qu’elles	 produisent.	 Les	 souches	 de	 E.	 coli	 pathogènes	 extra-intestinales	 sont	
regroupées	sous	la	dénomination	commune	ExPEC	(pour	EXtra	intestinal	Pathogenic	E.	coli)	
alors	 que	 les	 souches	 pathogènes	 intestinales	 sont	 regroupées	 sous	 le	 terme	 de	 IPEC	





[61].	Ainsi,	E.	 coli	 peut	être	 classifiée	en	 sérovars	en	 fonction	de	 l’association	de	plusieurs	
antigènes	spécifiques	:	l’antigène	O,	l’antigène	flagellaire	H	ou	les	antigènes	de	capsule	K.	






hôtes	 et	 à	 des	 sites	 géographiques	 les	 plus	 divers	 possibles.	 L’objectif	 étant	 d’établir	 une	
collection	de	souches	représentatives	de	la	diversité	génétique	de	l’espèce,	et	ainsi	de	mettre	
à	disposition	de	nombreuses	données	génétiques	et	phénotypiques.		
Les	 premiers	 phénogrammes	 obtenus	 grâce	 aux	 données	 du	 MLEE	 identifiaient	 quatre	
groupes	phylogénétiques	principaux	(A,	B1,	B2	et	D)	au	sein	de	la	collection	ECOR	[63,64].	Une	
méthode	basée	sur	le	séquençage	de	huit	gènes	de	ménage	du	core	genome	(i.e.	l’ensemble	
des	 gènes	 présents	 chez	 toutes	 les	 souches	 d’une	 même	 espèce	 bactérienne)	 de	 E.	 coli,	
appelée	 la	méthode	MLST	 pour	 (Multilocus	 sequence	 typing)	 a	 ensuite	 été	 utilisée.	 Cette	
méthode	a	permis	d’affiner	la	classification	de	E.	coli	en	six	groupes	phylogénétiques	distincts	:	
A,	 B1,	 B2,	 D,	 E	 et	 F,	 les	 deux	 derniers	 appartenant	 auparavant	 au	 groupe	 D	 [65,66].	 Plus	
récemment,	le	phylogroupe	C	a	été	proposé	pour	un	sous-groupe	de	souches	proches,	mais	





























chez	 l’Homme.	 Ainsi,	 l’étude	 de	 la	 capacité	 des	 souches	 à	 persister	 dans	 le	 microbiote	
intestinal	humain	a	permis	de	différencier	des	 souches	dites	 résidentes,	présentes	dans	 le	
microbiote	 intestinal	 plusieurs	 semaines	 ou	 mois,	 des	 souches	 transitoires,	 présentes	
seulement	 quelques	 jours	 ou	 semaines.	 La	 capacité	 des	 souches	 de	 E.	 coli	 à	 coloniser	 le	
microbiote	intestinal	est	liée	à	l’accumulation	de	facteurs	pouvant	contribuer	à	la	persistance	
des	souches	dans	la	lumière	intestinale.	




























particulière.	 Et	 si	 des	 facteurs	 comme	 la	motilité	 ou	 l’adhérence	 peuvent	 contribuer	 à	 la	
colonisation	intestinale	[78],	il	semble	que	la	compétition	pour	les	nutriments	soit	primordiale.	
Ainsi,	 selon	 Freter,	 afin	 de	 coloniser,	 chaque	espèce	doit	 utiliser	 un	nutriment	 limitant	 de	





coli	 [81–84].	 Des	 expériences	 d’immunofluorescence	 en	 FISH	 (fluorescence	 in	 situ	




















que	 la	mutation	 correspondante	 induit	 un	 défaut	 de	 colonisation	de	 l’intestin	 comparé	 à	 la	 souche	 sauvage	
associée.	«	non	»	signifie	que	la	mutation	n’a	pas	d’effet	sur	la	colonisation.		
Une	 souche	 de	 E.	 coli	 mutée	 pour	 la	 voie	 ED	 ou	 de	 la	 glycolyse	 présente	 un	 défaut	 de	
compétition	avec	 la	 souche	 isogénique	sauvage	 [82].	Par	ailleurs,	 le	gluconate	est	 l’un	des	
Voie	 Gène	muté MG1655 EDL933
Glyoxylate aceA Non Oui	
ED edd Oui	 oui
Glycolyse pgi Oui	 ?
PP gnd Non	 ?




premiers	 nutriments	 utilisé	 par	 E.	 coli	 pour	 coloniser	 l’intestin	 de	 souris	 traitées	 à	 la	
streptomycine	[86].	Ainsi	une	souche	mutée	pour	un	des	gènes	essentiels	à	la	voie	ED	(le	gène	
edd	 par	 exemple),	 voie	 qui	 catabolise	 le	 gluconate	 entre	 autres,	 présente	 un	 défaut	 de	
colonisation	 [87]	 (Figure	 7B).	 D’autres	 bactéries	 entériques,	 telles	 que	 Salmonella	





présente	 un	 défaut	 de	 colonisation	 [82].	 En	 revanche,	 la	 mutation	 seule	 de	 la	 succinate	




de	 laboratoire	 MG1655,	 ni	 la	 souche	 la	 souche	 EHEC	 EDL933	 n’utilisent	 la	 voie	 de	 la	
gluconéogenèse	 pour	 coloniser	 l’intestin	 de	 souris	 traitées	 à	 la	 streptomycine	 dans	 le	 cas	









leur	 croissance	 dans	 l’intestin.	 Les	 différences	 d’efficacité	 de	 la	 colonisation	 par	 chaque	















pas	 dégrader	 les	 oligosaccharides	 et	 les	 polysaccharides,	 exceptée	 la	 dextrine	 [94,96].	
L’obtention	des	mono-	ou	disaccharides	nécessaire	à	 la	croissance	de	E.	coli	se	fait	grâce	à	
l’hydrolyse	 des	 complexes	 polysaccharidiques	 par	 d’autres	 membres	 de	 la	 communauté	






de	 phylogénie,	 mais	 également	 en	 termes	 de	 pathogénicité	 extra-intestinale.	 L’analyse	
génétique	 de	 60	 souches	 du	 groupe	 phylogénétique	 B2	 sélectionnées	 pour	 leur	 diversité	
écologique	 et	 génétique	 a	 été	 réalisée	 par	 MLST	 [102].	 Ainsi,	 neuf	 sous-groupes	 ont	 été	
identifiés,	notés	I	à	IX	(Figure	5),	dénotant	une	structure	clonale.	Plus	récemment,	un	dixième	
sous-groupe	a	été	décrit	[103].		
Les	 trois-quarts	des	 souches	du	groupe	B2	 sont	virulents	 lorsqu’elles	 sont	 testées	dans	un	
modèle	murin	de	septicémie	[104].	Cependant	les	facteurs	de	virulence	peuvent	conférer	un	
avantage	 adaptatif	 dans	 des	 situations	 différentes	 de	 celles	 qui	 ont	mis	 en	 évidence	 leur	











celui	 de	 natifs	 de	 la	 Guyane	 française	 étaient	 radicalement	 différents,	 le	 microbiote	 des	
expatriés	était	intermédiaire	entre	ces	deux	populations.		
Le	niveau	d'hygiène	et	les	habitudes	alimentaires	sont	les	principaux	facteurs	de	distribution	











groupes	 phylogénétiques	 retrouvés	 en	 zone	 tropicale	 sont	 différents	 de	 ceux	 en	 zone	
tempérée,	avec	cette	fois-ci	une	majorité	de	souches	du	groupe	phylogénétique	A	[109].	




















et	au	développement,	et	 le	métabolisme	secondaire,	 souvent	nécessaire	à	 l’interaction	de	
l’organisme	 avec	 son	 environnement	 [114].	 Présents	 dans	 tous	 les	 organismes	 du	 règne	
vivant,	 les	 métabolites	 secondaires	 dérivent	 des	 mêmes	 voies	 de	 biosynthèse	 que	 les	
métabolites	primaires.	
Les	 six	 voies	 principales	 du	 métabolisme	 secondaire	 synthétisent	 les	 terpénoïdes,	 les	
alcaloïdes,	 les	peptides,	 les	oligosaccharides,	 les	polycétides	(ou	PK	pour	polyketides)	et	 les	
peptides	non-ribosomaux	(ou	NRP	pour	nonribosomal	peptides)	[115].	De	nouveaux	composés	
peuvent	être	synthétisés,	sans	créer	de	nouvelles	voies	de	biosynthèse	comme	par	exemple	
les	 molécules	 hybrides	 PK-NRP,	 grâce	 à	 des	 combinaisons	 de	 ces	 six	 voies	 principales	 du	
métabolisme	secondaire	[115,116].		
Plus	 de	 200	 000	 métabolites	 secondaires	 ont	 été	 identifiés	 et	 décrits,	 apportant	 une	
complexité	et	une	diversité	importante	de	molécules	uniques.	L’essentiel	des	médicaments	
appartient	 aux	 familles	 de	 composés	 PK,	 NRP	 et	 PK-NRP,	 tels	 que	 des	 antibiotiques,	 des	
antiparasitaires,	 des	 médicaments	 anticancéreux,	 antifongiques…	 et	 encore	 aujourd’hui,	











Leur	 biosynthèse,	 indépendante	 des	 ribosomes,	 fait	 intervenir	 des	 complexes	
multienzymatiques	appelées	mégasynthases	:	les	PKS	(PK	synthase	ou	polyketide	synthase),	
les	NRPS	(NRP	synthase	ou	nonribosomal	peptide	synthase)	ou	les	hybrides	PKS-NRPS	[118].	








Les	mégasynthases	 PKS,	 NRPS	 ou	 PK-NRP	 assurent	 l’essentiel	 de	 la	 synthèse	 du	 squelette	

















































































L’utilisation	des	monomères	qui	 composent	 les	PK	et	NRP,	 issus	du	métabolisme	primaire,	




NRP.	 Les	monomères	activés	des	PK	et	des	NRP	 sont	ensuite	 chargés	 sur	 les	domaines	de	
Chapitre	II	:	Les	métabolites	secondaires	de	type	PK-NRP	
-	39	-	
thiolation	 ou	 domaines	 porteurs,	 pour	 former	 respectivement	 des	 acyl-	 et	 des	 aminoacyl-
thioesters	conservant	leur	énergie	d’activation.	
2.3.2. Élongation	des	oligomères	
L’élongation	 de	 l’oligomère	 repose	 sur	 la	 formation	 d’une	 liaison	 covalente	 avec	 un	
monomère	 activé	 à	 chaque	 transfert	 de	 l’oligomère	 le	 long	 de	 la	 chaine	 enzymatique	




L’oligomère	 peut	 être	modifié	 sur	 la	 chaine	 d’assemblage	multienzymatique	 au	 cours	 des	
différentes	phases	d’élongation	ou	après	celles-ci.	Ces	modifications	sont	assurées	au	cours	
d’élongation	 par	 les	 domaines	 optionnels	 des	 mégasynthases.	 Des	 enzymes	 discrètes,	




Comme	précédemment	décrit,	 les	PKS,	NRPS	et	PKS/NRPS	 sont	 toutes	 caractérisées	par	 la	





Les	PPTases	constituent	une	 superfamille	d’enzymes	essentielles	pour	 la	viabilité	 cellulaire	
dans	 les	 trois	 domaines	 de	 la	 vie	 :	 les	 bactéries,	 les	 archées	 et	 les	 eucaryotes.	 Elles	 sont	
requises	 pour	 la	 synthèse	 de	 nombreux	 composés	 variés	 tels	 que	 les	 acides	 gras,	 les	
polycétides	 et	 les	 peptides	 non-ribosomaux	 [120].	 L’activité	 des	 PPTases	 consiste	 en	
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protéines	 globulaires	 (environ	 70-100	 acides	 aminés)	 interagissant	 avec	 plus	 de	 30	
partenaires,	incluant	les	enzymes	du	métabolisme	primaire	et	secondaire	[121].	Ces	protéines	
peuvent	 faire	 partie	 intégrante	 des	 mégasynthases	 multimodulaires	 ou	 bien	 exister	 en	
monomères.	Leur	rôle	est	de	transférer	le	composé	en	cours	d’élongation	d’une	mégaenzyme	
à	l’autre	[121],	et	doivent	ainsi	interagir	avec	tous	les	domaines	catalytiques	présents	dans	le	
même	module	 aussi	 bien	 qu’avec	 le	 domaine	 suivant.	 Tous	 les	 domaines	 porteurs	 ont	 un	
résidu	 serine	 conservé	qui	 requiert	une	4’-phosphopantéthéinylation	par	une	PPTase	pour	
ancrer	l’oligomère	en	cours	de	formation	via	un	lien	thioester	flexible	et	labile.	Chez	les	PKS	
et	 NRPS,	 ce	 domaine	 appelé	 domaine	 de	 thiolation,	 correspond	 au	 PCP	 (peptidyl	 carrier	
protein)	pour	 les	NRPS,	et	ACP	 (acyl	 carrier	protein)	pour	 les	PKS.	Pour	 les	FAS	 (Fatty	Acid	
Synthases),	qui	permettent	 la	 synthèse	des	acides	gras,	 le	domaine	porteur	est	également	
appelé	ACP.	 Les	domaines	porteurs	délivrent	 les	 substrats	 à	une	multitude	de	partenaires	
protéiques,	probablement	par	des	interactions	protéine-protéine	spécifiques	[122].		
3.2. La	superfamille	des	phosphopantéthéinyl	transférases	




EntD	active	 les	domaines	PCP	et	ACP	des	NRPS	EntB	et	EntF	de	 la	 voie	de	biosynthèse	de	
l’entérobactine	[120,123].		Cependant,	certains	organismes	n’ont	qu’une	seule	PPTase	pour	






























Þ Les	 PPTases	 de	 type	 II	 ou	 PPTases	 de	 type	 Sfp	 sont	 des	 protéines	monomériques	
d’environ	240	résidus	dont	l’exemple	le	plus	étudié	est	la	PPTase	Sfp	de	B.	subtilis.	Elles	
activent	 généralement	 les	 enzymes	 impliquées	 dans	 la	 synthèse	 de	 métabolites	
secondaires,	les	PKS	et	NRPS,	mais	certaines	PPTases	de	type	II	peuvent	aussi	activer	












Les	 PPTases	 activent	 les	 domaines	 porteurs	 via	 une	modification	 post-traductionnelle	 qui	





P-pant	 ainsi	 fixé	 constitue	 un	 bras	 flexible	 de	 20Å	 présentant	 un	 groupement	 thiol	 à	 son	
























Les	 séquences	 primaires	 des	 PPTases	 présentent	 peu	 d’identité	 de	 séquence	 [123].	 En	



















présente	 également	 cette	 organisation	 pseudosymétrique	 [136].	 La	 comparaison	 de	 la	































choix	 dans	 diverses	 réactions	 biochimiques	 vitales	 telles	 que	 la	 photosynthèse,	 la	 fixation	
d’azote,	 la	 méthanogenèse,	 la	 respiration,	 le	 cycle	 de	 Krebs,	 le	 transport	 d’oxygène,	 la	
régulation	génique	et	la	synthèse	d’ADN	[142].		
4.1.1. Acquisition	du	fer	par	les	bactéries		








concentration	 de	 fer	 d’environ	 10-6	 M	 cela	 nécessite	 le	 déploiement	 de	 mécanismes	
d’acquisition	spécialisés.	Les	deux	mécanismes	principaux	sont	 l’extraction	du	fer	associé	à	
des	 molécules	 de	 l’hôte	 :	 la	 transferrine	 ou	 la	 lactoferrine,	 au	 travers	 de	 récepteurs	
extracellulaires	[145–147]	et	la	synthèse,	la	sécrétion	et	l’utilisation	de	sidérophores,	capables	
de	 former	 des	 complexes	 avec	 le	 fer	 ferreux,	 grâce	 à	 leur	 très	 forte	 affinité	 pour	 celui-ci	








transport	 actif	 à	 travers	 la	 membrane	 interne	 est	 assuré	 par	 le	 système	 FeoABC.	 L’énergie	 nécessaire	 à	 ce	
transport	est	issue	de	l’hydrolyse	du	GTP	par	FeoB.	L’acquisition	du	fer	via	la	transferrine/lactoferrine,	l’hème	et	
les	 sidérophores	 implique	des	 récepteurs	 TonB-dépendants.	 L’énergie	 est	 fournie	par	 le	 complexe	protéique	




















































grandes	 familles	 selon	 les	 groupements	 fonctionnels	 servant	 à	 chélater	 le	 fer	 :	 les	






Les	 sidérophores	mixtes	 sont	des	 sidérophores	qui	ont	au	moins	deux	éléments	de	 familles	de	 sidérophores	
différentes.	Les	groupements	impliqués	dans	la	complexation	au	fer	ferrique	sont	en	couleur.	




l’entérobactine,	 un	 composé	 NRP	 de	 type	 catécholate	 [153].	 Certaines	 souches	 de	 E.	 coli	




Malgré	 les	 différences	 chimiques	 existantes	 entre	 les	 différents	 sidérophores,	 les	 étapes	
















sidérophores	 se	 découpe	 en	 5	 étapes	 :	 (1)	 La	 biosynthèse,	 (2)	 L’export,	 (3)	 La	 capture	 du	

































































de	 la	 superfamille	 ABC	 sont	 retrouvées	 par	 exemple	 chez	 S.	 aureus	 et	 Mycobacterium	
smegmatis	[153].	
	 (3).	Capture	des	complexes	Fer-sidérophores	
Des	récepteurs	spécifiques	 localisés	sur	 la	membrane	externe	permettent	 la	 recapture	des	
complexes	 fer3+-sidérophore.	 Ces	 récepteurs	 sont	 dépendants	 du	 système	 de	 transfert	
d’énergie	 TonB-ExbB-ExbD.	 Le	 complexe	 [ExbB-ExbD]	 utilise	 la	 force	 proton-motrice	 de	 la	
membrane	plasmique	 interne	pour	 transférer	 l’énergie	 à	 la	 protéine	 TonB.	 La	 liaison	d’un	
complexe	 fer-sidérophore	 à	 son	 récepteur	 spécifique	 déclenche	 le	 recrutement	 de	 TonB,	


















est	 aussi	 le	 plus	 utilisé)	 implique	 une	 réduction	 de	 la	 liaison	 fer-sidérophore	 par	 des	
réductases,	le	second	implique	l’hydrolyse	du	complexe.	Cette	hydrolyse	conduit	le	complexe	
à	une	perte	 importante	de	stabilité	qui	par	conséquent	facilite	 le	relargage	du	fer,	soit	par	
réduction	 soit	 par	 compétition	 avec	 une	 autre	 espèce	 chimique.	 La	 libération	 du	 fer	 des	















pour	 les	 bactéries	 pathogènes,	 participant	 ainsi	 au	 mécanisme	 de	 l’immunité	 innée,	







associated	 lipocalin),	 une	 protéine	 de	 défense	 immunitaire	 de	 l’hôte	 [174].	 Cependant,	 il	
semblerait	que	cette	stratégie	confère	un	avantage	notamment	lors	d’une	inflammation.	En	
effet,	 une	 étude	 montre	 que	 l’entérobactine	 et	 sa	 forme	 monomérique,	 l’acide	 2,3-
dihydroxybenzoïque,	 inhibent	 l’activité	 de	 la	myéloperoxidase,	 une	 oxydoréductase	 active	
contre	E.	coli,	en	agissant	comme	«	substrat	suicide	»	[175].	Par	ailleurs,	certaines	E.	coli	sont	
capables	 de	 synthétiser	 des	 dérivés	 glycosylés,	 appelés	 salmochélines,	 et	 qui	 ne	 sont	 pas	
reconnues	 par	 la	 lipocaline-2	 [174].	 Ainsi,	 IroB,	 la	 glycosyltransférase	 permettant	 la	
glycosylation	de	l’entérobactine	participe	à	la	virulence	[176–179].		
Le	 rôle	 de	 la	 yersiniabactine,	 synthétisée	 à	 partir	 de	 l’îlot	 génomique	 HPI	 (pour	 High	
pathogenicity	 island),	 dans	 la	 virulence	 a	 été	 démontré	 dans	 des	 modèles	 d’infections	
urinaires	 par	 E.	 coli	 [180–182].	 Par	 ailleurs,	 une	 étude	 montre	 que	 YbtP	 et	 YbtQ,	 deux	
transporteurs	ATP-dépendant	synthétisée	par	l’îlot	HPI,	participent	également	à	la	virulence,	
puisque	la	mutation	de	ces	deux	transporteurs	entraîne	un	défaut	de	survie	dans	un	modèle	


























lactoferrine,	 deux	 glycoprotéines	 retrouvées	 dans	 le	 sérum	 et	 dans	 divers	 fluides	
extracellulaires,	 respectivement,	 permettent	 le	 transport	 du	 fer	 chez	 les	mammifères.	 Les	
récepteurs	de	ces	glycoprotéines	sont	localisés	sur	la	membrane	externe	et	leur	expression	
est	 induite	 par	 une	 carence	 en	 fer	 [145,188].	 Ces	 récepteurs,	 capables	 de	 discriminer	 le	




à	 travers	 le	 périplasme	 est	 dépendant	 d’une	 protéine	 périplasmique	 (Fbp,	 ferric	 binding	




















ROS	 pour	 reactive	 oxygen	 species),	 toxiques	 pour	 la	 bactérie.	 Chez	 E.	 coli,	 le	 système	












L’îlot	 génomique	 pks	 comprend	 19	 gènes	 codant	 des	 PKS,	 des	 NRPS,	 des	 hybrides	 PKS-NRPS,	 des	 enzymes	
accessoires,	ainsi	qu’une	pompe	à	efflux	(ClbM),	une	peptidase	(ClbP),	une	protéine	de	résistance	(ClbS)	et	un	
régulateur	putatif	(ClbR).	





que	 des	 enzymes	 et	 protéines	 accessoires.	 Ainsi,	 trois	 gènes	 codent	 des	 PKS	 (clbC,	 clbI,	
clbO),	trois	des	NRPS	(clbH,	clbJ,	clbN)	et	deux	codent	des	PKS/NRPS	(clbB	et	clbK).	Le	gène	






L’îlot	 génomique	pks	 est	 retrouvé	 chez	 les	 bactéries	 de	 la	 famille	 des	Enterobacteriaceae,	





un	 site	 privilégié	 d’insertion	 et	 d’échange	 d’éléments	 d’ADN.	 Par	 ailleurs,	 l’îlot	 pks	 est	





intestinal	 des	 nouveau-nés	 dès	 la	 naissance,	 avec	 une	 prévalence	 allant	 de	 15	 à	 18%	
(Nowrouzian	and	Oswald,	2012;	Payros	et	al.,	2014).	Les	études	épidémiologiques	montrent	
que	40%	des	souches	de	E.	coli	responsables	d’infections	extra-intestinales	(ExPEC)	possèdent	
l’îlot	pks	 [202].	 La	 prévalence	 atteint	 58%	pour	 les	 souches	 responsables	 de	bactériémies.	







Si	 la	structure	complète	de	 la	colibactine	reste	encore	 inconnue,	plusieurs	études	publiées	
récemment	ont	identifié	de	nombreux	intermédiaires	de	biosynthèse	[196,203,204,204–210].	
Ces	 études	 suggèrent	 la	 présence	 non	 pas	 d’une,	 mais	 de	 plusieurs	 intermédiaires	 de	
biosynthèse	 qui	 peuvent	 être	 biologiquement	 actifs.	 Ainsi,	 il	 est	 probable	 qu’en	 réalité	 le	
terme	de	«	colibactine	»	regroupe	plusieurs	molécules.	
En	 premier	 lieu,	 la	 biosynthèse	 de	 la	 colibactine	 nécessite	 l’activation	 des	mégasynthases	
PKS/NRPS	par	la	PPTase	ClbA,	qui	est	donc	essentielle	à	la	biosynthèse	de	cette	molécule.	Les	
mégasynthases	 activées,	 celles-ci	 recrutent	 leurs	 monomères	 spécifiques.	 La	 première	
enzyme	intervenant	dans	la	synthèse	est	la	NRPS	ClbN,	dont	le	substrat	est	l’asparagine	(Asn)	
(Figure	18).	C’est	cette	enzyme	qui	génère	le	N-myristoyl-D-asparagine,	ou	produit	de	clivage	
(cf	 étape	 de	 clivage).	 L’assemblage	 se	 poursuit	 ensuite	 avec	 l’intervention	 successive	 des	
enzymes	ClbB-C-H-I-J-K	qui	utilisent	divers	substrats,	conventionnels	(malonyl-CoA,	alanine,	
sérine,	 glycine,	 cystéine)	 ou	 non	 (acide	 aminocyclopropane-carboxylique),	 synthétisant	 la	
toxine	 sous	 forme	de	pré-colibactine.	Une	étude	 récente	a	 identifié	une	«	nouvelle	»	pré-




dont	 la	structure	complète	reste	 inconnue,	est	exporté	dans	 le	périplasme	via	ClbM	[211].	
ClbM	est	une	pompe	à	efflux	insérée	dans	la	membrane	interne,	dont	la	mutation	induit	une	
réduction	de	l’activité	génotoxique	de	la	colibactine	(Figure	19).	Ceci	pourrait	s’expliquer	par	










entraîne	 l’absence	 d’effet	 génotoxique	 de	 la	 colibactine.	 Jusqu’à	 ce	 jour,	 l’ensemble	 des	
intermédiaires	 de	 synthèse	 a	 été	 identifié	 dans	 des	 souches	 mutées	 pour	 clbP	
[196,203,204,204–210].	
Récemment,	 un	 second	 mécanisme	 de	 protection	 a	 été	 identifié,	 la	 protéine	 ClbS,	 qui	
protègerait	 la	bactérie	productrice	de	 la	colibactine,	par	séquestration	ou	modification	des	


























































impliquées	 dans	 la	 régulation	 de	 la	 biosynthèse	 de	 colibactine	 [216].	 En	 effet,	 la	 protéine	
chaperone	 Hsp90EC	 et	 la	 protéase	 ClpQ	 pourraient	 réguler	 des	 gènes	 de	 l’îlot	 pks	 post-
traductionnellement	pour	moduler	la	synthèse	de	la	colibactine.	
4.2.5. Activité	de	la	colibactine		
L’étude	 des	 intermédiaires	 de	 synthèse	 de	 la	 colibactine	 a	 révélé	 la	 présence	 d’un	motif,	
appelé	«	ogive	»	ou	«	warhead	»,	qui	résulte	du	clivage	de	la	prodrogue	[206,208,217].	C’est	
un	 motif	 spirocyclopropane	 électrophile	 très	 réactif,	 et	 similaire	 à	 ceux	 trouvés	 chez	 les	
métabolites	 secondaires	 alkylants	de	 l’ADN,	 tels	que	 les	 illudines,	 les	duocarmycines	ou	 la	
yatakémycine	[218].	Ce	motif	semble	être	connecté	à	un	groupement	bithiazole,	qui	pourrait	





















infectées	 avec	 des	 E.	 coli	 pks+	 présentent	 un	 arrêt	 du	 cycle	 cellulaire	 à	 la	 transition	 G2/M	 associé	 à	 une	
mégalocytose	et	à	la	présence	de	cassures	de	l’ADN.	
Selon	 l’intensité	 de	 l’infection,	 trois	 phénotypes	 différents	 des	 cellules	 eucaryotes	 vont	
apparaître.	Ainsi,	une	infection	avec	une	petite	dose	de	bactéries	entraînera	la	réparation	des	
cassures	de	l’ADN,	puis	la	poursuite	du	cycle	cellulaire.	Cependant,	une	sous-population	peut	
proliférer	 avec	 des	 dommages	 à	 l’ADN	 résiduels	 mais	 persistants,	 aboutissant	 au	
développement	 d’anomalies	 génétiques	 et	 à	 une	 instabilité	 chromosomique,	 pouvant	
conduire	 à	 la	 transformation	 oncogénique	 des	 cellules	 eucaryotes	 infectées	 [219].	 Une	





peut	 favoriser	 la	 croissance	 de	 cellules	 tumorales	 par	 sécrétion	 de	 facteur	 de	 croissance	

























élucidé,	 il	 a	 tout	 de	 même	 été	 mis	 en	 évidence	 une	 plus	 forte	 prévalence	 des	 souches	
synthétisant	 la	 colibactine	 dans	 des	 biopsies	 digestives	 de	 patients	 atteints	 d’un	 cancer	
colorectal	[220–222].	Par	ailleurs,	une	étude	a	montré	que	dans	un	contexte	inflammatoire,	
la	 colonisation	 intestinale	 par	 des	 souches	 produisant	 la	 colibactine	 peut	 contribuer	 au	
développement	 de	 cancers	 colorectaux	 [220].	 Une	 autre	 étude	 montre	 que	 les	 bactéries	






Ceci	 se	 traduit	 par	 une	 instabilité	 chromosomique	 persistante	 [224].	 Les	 animaux	 adultes	
colonisés	depuis	la	naissance	par	des	souches	de	E.	coli	pks+	développent	une	altération	de	la	
barrière	intestinale,	et	donc	une	augmentation	de	la	réponse	immunitaire	aux	antigènes	de	la	
lumière	 digestive,	 favorisant	 probablement	 l’apparition	 de	 manifestations	 allergiques	 ou	
auto-immunes	[225].		
De	 manière	 intéressante,	 l’activité	 probiotique	 de	 la	 souche	 Nissle	 1917,	 utilisée	 comme	











diminution	 de	 la	 virulence	 [228].	 De	manière	 intéressante,	 la	mutation	 de	 la	 PPTase	 ClbA	






[120].	 Certaines	 souches	du	 groupe	phylogénétique	B2	de	E.	 coli	 codent	pour	une	PPTase	
supplémentaire,	codée	à	partir	de	l’îlot	génomique	pks,	et	nommée	ClbA.		
AcpS,	 responsable	 entre	 autre	 de	 la	 phophopantéthéinylation	 de	 FAS	 ACP	 (AcpP)	 [229],	





















impliquée	 dans	 la	 synthèse	 de	 surfactine.	 Ces	 deux	 PPTases	 ont	 été	 groupées	 avec	 Gsp,	
































































à	 la	 biosynthèse	 de	 la	 yersiniabactine.	 Par	 ailleurs,	 in	 vitro,	 YbtD,	 Sfp	 et	 PptT	 activent	 la	









Le	 fer	 est	 à	 la	 fois	 un	 nutriment	 essentiel	 pour	 la	 croissance	 et	 le	 métabolisme	 des	
microorganismes,	aussi	bien	que	toxique	dû	à	sa	capacité	à	générer	des	radicaux	libres	(ROS,	






oxygénés,	 cette	 réaction	 s’appelle	 la	 réaction	 de	 Fenton/Haber-Weiss	 et	 produit	 des	 ROS	
comme	 l’ion	 superoxide	 (O2-),	 le	 peroxyde	 d’hydrogène	 (H2O2)	 et	 des	 radicaux	 hydroxyles	
(•OH).		
Réaction	de	Fenton	:	H2O2	+	Fe2+	à	Fe3+	+	OH-	+	•OH	
Le	 superoxyde	 et	 le	 peroxyde	 d’hydrogène	 sont	modérément	 réactifs	 physiologiquement,	
























mais	 est	 également	 toxique	 lorsqu’il	 est	 en	 trop	 grande	 quantité.	 Ainsi	 les	 bactéries	 ont	






































d’activation	 suivant	 :	 Zn2+>>	 Co2+>Fe2+>Mn2+.	 Cependant,	 seul	 le	 Fe2+	 s’associe	 avec	 assez	








alors	 à	 l’ADN	 sur	 une	 région	 appelée	 Fur-Box	 (ou	 boîte	 Fur),	 généralement	 située	 dans	 la	
région	du	promoteur	des	gènes	qu’il	régule	(entre	les	sites	-35	et	-10).	Cette	fixation	bloque	
l’accès	de	l’ARN	polymérase,	inhibant	ainsi	les	gènes	en	aval	[238,248].	En	absence	de	fer,	Fur	
est	 inactive	 (appelée	alors	apo-Fur),	et	perd	son	affinité	de	 liaison	à	 l’ADN.	Les	gènes	 (par	






















B.	Activation	 via	 le	 recrutement	 de	RNAP	 (RNA	polymerase	 holoenzyme).	 La	 liaison	 de	 la	
protéine	Fur	active	liée	au	Fe2+	au	niveau	d’une	Fur-box	favorise	la	liaison	de	l’ARN	polymérase	
sur	le	promoteur	et	donc	la	transcription	du	gène	cible.	Ceci	a	par	exemple	été	montré	pour	
























animaux	 d’infection	 [251].	 Absente	 chez	 les	 organismes	 eucaryotes	 et	 essentielle	 pour	 la	


























































Le	mécanisme	 le	plus	connu	décrit	que	RyhB	 inhibe	 la	 traduction	des	différents	ARNm,	en	



























for	 phage	 Qb)	 est	 généralement	 essentielle	 à	 cette	 étape,	 puisqu’elle	 aide	 à	 former	 et	
stabiliser	 le	 complexe	 RyhB-ARNm	 [252,271].	 Hfq	 est	 une	 protéine	 décrite	 préalablement	
comme	un	facteur	nécessaire	pour	la	réplication	du	bactériophage	à	ARN	Qb	et	est	reconnue	
depuis	comme	régulateur	important	pouvant	s’associer	à	l’ARN	[272,273].	L’appariement	avec	
Hfq	 permet	 à	 RyhB	 de	 bloquer	 la	 fixation	 du	 ribosome	 et	 d’inhiber	 la	 traduction.	 Cette	
répression	traductionnelle	est	généralement	suivie	par	la	dégradation	de	RyhB	avec	son	ARNm	
cible	 grâce	 au	 recrutement	 du	 dégradosome	 à	 ARN,	 complexe	 de	 protéines	 formé	 d’une	
endoribonucléase	(RNAse	E),	d’une	polynucléotide	phosphorylase	(PNPase),	d’une	hélicase	à	
ARN	(RhlB)	et	d’une	énolase	[274].	La	dégradation	des	ARNm	et	de	RyhB	peut	également	se	
faire	 par	 la	 RNase	 III	 [275].	 La	 RNase	 E	 est	 la	 composante	 principale	 du	 dégradosome,	
puisqu’elle	contient	des	sites	de	liaison	pour	toutes	les	protéines	du	dégradosome,	pour	l’ARN	













En	 plus	 de	 réprimer	 l’expression	 de	 gènes,	 RyhB	 a	 aussi	 été	 démontré	 comme	 activant	
l’expression	 de	 certains	 gènes	 [278].	 Ainsi,	 l’ARNm	 de	 shiA,	 codant	 une	 perméase	 du	
shikimate,	précurseur	de	la	synthèse	de	l’entérobactine,	est	directement	régulé	positivement.	
Dans	ce	cas,	en	conditions	riches	en	fer,	Hfq	se	fixe	sur	la	région	5’-UTR	de	shiA,	formant	une	










c’est	 le	 cas	 pour	 le	 transcrit	 icsRSUA,	 qui	 code	 la	machinerie	 requise	 pour	 la	 synthèse	 de	
centres	[Fe-S].	Dans	ce	cas,	RyhB	se	lie	à	la	séquence	complémentaire	chevauchant	le	site	de	





























qu’une	 souche	 mutée	 pour	 ryhB	 avait	 jusque	 trois	 fois	 moins	 de	 fer	 Fe2+	 intracellulaire	













[281].	 En	 effet,	 un	mutant	 ryhB	 produit	moins	 d’entérobactine	 que	 la	 souche	 sauvage	 en	
conditions	 pauvres	 en	 fer,	 notamment	 parce	 que	 les	 gènes	 entCEBAH,	 impliqués	 dans	 la	
synthèse	d’entérobactine,	nécessitent	la	présence	de	RyhB	pour	être	exprimés.	Par	ailleurs,	



























































Les	 érythrocytes	 sénescents	 phagocytés	 par	 les	 macrophages,	 qui	 récupèrent	 le	 fer	 des	









L’hepcidine	agit	en	diminuant	 l’absorption	 intestinale	du	 fer	alimentaire	ainsi	que	 le	 recyclage	du	 fer	par	 les	
macrophages.	Adapté	de	[296]	
Le	 fer	 ferrique	 (non	 héminique)	 est	 réduit	 en	 fer	 ferreux	 Fe2+	 par	 une	 réductase	 (DcytB,	




souris	 possédant	 une	 délétion	 de	 Dmt1	 présentent	 une	 anémie	 sévère,	 puisqu’elles	 sont	
incapables	d’absorber	le	fer	alimentaire.	
Le	 fer	 héminique	 (fer	 ferreux,	 Fe2+)	 est	 transporté	 dans	 l’entérocyte	 probablement	 via	 le	























chargée	 de	 fer.	 Une	 fois	 dans	 l’organisme,	 le	 fer	 est	 distribué	 sur	 différents	 sites	 :	
principalement	la	moelle	osseuse	où	il	est	utilisé	pour	la	fabrication	des	globules	rouges	et	
dans	 les	sites	de	stockage	comme	le	 foie.	Ansi,	 la	 transferrine	a	deux	rôles	principaux,	elle	
















par	 l’hôte	 et	 complexé	 à	 des	 protéines	 telles	 que	 l’hème,	 la	 ferritine,	 la	 transferrine	 et	 la	
Chapitre	III	:	Régulation	de	l’homéostasie	du	fer	
-	81	-	
lactoferrine	 [299,300].	 Du	 fait	 de	 l’importance	 du	 fer	 dans	 de	 nombreux	 processus	
métaboliques,	 sa	 séquestration	par	 l’hôte	 vis-à-vis	des	organismes	 infectieux	est	 l’une	des	
défenses	innées	contre	l’infection	[187].	
Le	tractus	GI	peut	être	vu	comme	un	ensemble	hétérogène	de	niches	microbiennes.	Dans	le	





est	 dix	 fois	 supérieure	 à	 celle	 de	 souris	 conventionnelles	 [301],	 alors	 que	 les	 paramètres	
systémiques	du	fer	chez	l’hôte	étaient	inchangés.	La	colonisation	de	souris	axéniques	par	des	
représentants	 des	 deux	 phyla	majeurs	 du	microbiote,	 les	 Bacteroidetes	 et	 les	 Firmicutes,	
n’induit	 pas	 une	 diminution	 du	 fer	 cæcal,	 suggérant	 que	 d’autres	 résidents	 bactériens	





La	 sécrétion	 au	 niveau	 du	 mucus	 de	 protéines	 liant	 le	 fer	 induit	 une	 diminution	 de	 la	
disponibilité	du	fer	aux	bactéries	présentes	dans	l’intestin.	Ces	mécanismes	d’immunité	innée	
sont	d’autant	plus	induits	lors	d’une	infection	[55].	En	premier	lieu,	des	protéines	de	l’hôte	





de	 l’hôte	 qui	 le	 séquestrent.	 L’entérobactine	 est	 produite	 par	 plus	 de	 90%	 des	 isolats	
d’entérobactéries,	 incluant	 Salmonella	 et	 E.	 coli	 [302].	 En	 condition	 d’inflammation,	 les	




lipocalin).	 Cette	 protéine	 est	 capable	 de	 lier	 certains	 sidérophores	 bactériens	 de	 type	
catécholate,	 comme	 l’entérobactine.	 Cette	 liaison	 de	 la	 lipocaline-2	 avec	 les	 sidérophores	
cause	 leur	séquestration,	ce	qui	 limite	 la	croissance	des	bactéries	qui	 les	utilisent.	Ainsi,	 la	




Afin	 d’échapper	 à	 cette	 séquestration,	 certaines	 bactéries	 synthétisent	 les	 salmochélines,	
dérivés	glycosylés	de	l’entérobactine,	non	reconnus	par	la	lipocaline-2	[174].	Si	presque	toutes	
les	 souches	 de	 E.	 coli	 produisent	 l’entérobactine,	 les	 salmochélines,	 et	 deux	 autres	
sidérophores,	 la	 yersiniabactine	 et	 l’aérobactine	 sont	 retrouvées	 plus	 souvent	 parmi	 les	
souches	pathogènes	[306],	notamment	celles	appartenant	au	groupe	phylogénétique	B2.		
	 Ainsi,	arborer	un	répertoire	varié	de	sidérophores	permet	une	meilleure	adaptation	








mécanismes	 d’acquisition	 du	 fer	 (l’entérobactine,	 les	 salmochélines,	 l’aérobactine,	 la	
yersiniabactine,	et	le	transporteur	de	l’hémine	ChuA),	limite	la	croissance	de	S.	Typhimurium	
en	limitant	la	quantité	de	fer	disponible	(Deriu	et	al.,	2013).	Une	autre	étude	menée	in	vitro	













































méningites	 néonatales	 ou	 la	 maladie	 de	 Crohn.	 Des	 études	 épidémiologiques	 récentes	
montrent	que	le	portage	des	souches	du	groupe	phylogénétique	B2	est	en	augmentation	dans	
les	 pays	 industrialisés,	 au	 détriment	 du	 groupe	 ancestral	 A	 [108,111,314].	 Les	 raisons	 qui	
expliquent	 cette	 évolution	 restent	 encore	 inconnues,	même	 s’il	 semblerait	 que	 ce	 soit	 un	





colibactine.	Notre	 laboratoire	 a	 récemment	montré	 l’existence	 d’une	 connexion	 entre	 ces	



































Notre	 laboratoire	a	montré	qu’il	existe	une	connexion	entre	 les	voies	de	biosynthèse	de	 la	
colibactine	et	des	sidérophores	via	ClbA	[126].	Parce	que	la	biosynthèse	des	sidérophores	est	
régulée	par	le	métabolisme	du	fer,	notamment	via	la	PPTase	impliquée	dans	leur	biosynthèse	:	






présence	 de	 fer.	 En	 appliquant	 une	 approche	 de	 microbiologie	 moléculaire,	 nous	 avons	



















Ces	 résultats	 sont	 rapportés	 dans	 l’article	 «	 Iron	 homeostasis	 regulates	 the	 genotoxicity	




























































































se	 faire	 indépendamment	 de	 RyhB	 et	 Fur,	 et	 implique	 un	 régulateur	 transcriptionnel	
supplémentaire	que	nous	n’avons	pas	identifié.	










Ces	 résultats	 sont	 rapportés	 dans	 l’article	 «	 High	 iron	 supply	 inhibits	 the	 synthesis	 of	 the	













































































Table 1. Strains and primers used in this study. 
E. coli strain  Source or reference 
Nissle clbA-lux Luciferase fusion of the gene clbA, KanR 39 
Nissle clbA-lux ΔryhB ryhB mutant of strain Nissle clbA-lux, KanRCmR 32 
Nissle clbA-lux Δfur fur mutant of strain Nissle clbA-lux, KanRCmR 32 
Nissle clbA-lux ΔryhB 
Δfur 
ryhB fur double mutant of strain Nissle clbA-lux KanRCmR This study 
M1/5  Colibactin producer, commensal strain 35 
M1/5 ΔryhB ryhB mutant of strain M1/5, CmR 32 
M1/5 Δfur fur mutant of strain M1/5, KanR 32 
M1/5 ΔryhB Δfur ryhB fur double mutant of strain M1/5, CmR This study 
Nissle 1917 Colibactin producer, probiotic strain 45 
Nissle 1917 ΔryhB ryhB mutant of strain Nissle 1917, CmR 32 
Nissle 1917 Δfur fur mutant of strain Nissle 1917, KanR 32 
Nissle 1917 ΔryhB Δfur ryhB fur double mutant of strain Nissle 1917, CmRAmpR This study 
Primers   
Fur_F          CGCCCTAAAGAAAGCTGGCC 32 
Fur_R         CCTTCGTGCGCATGTTCATC 32 
CMD1171_ST (ryhB:cat) TTTGGGGTAAATGTCCCTTTC  32 







L’étude	 précédente	 s’intéresse	 à	 la	 régulation	 de	 la	 colibactine	 en	 présence	 d’une	 forte	
quantité	en	fer.	En	condition	de	carence	en	fer,	la	transcription	de	ce	gène	était	positivement	














l’hypothèse	que	 la	PPTase	ClbA	pourrait	 être	 redirigée	vers	 la	production	de	 sidérophores	
lorsqu’il	 y	a	peu	de	 fer	dans	 le	milieu.	Ceci	pourrait	permettre	à	 la	bactérie	une	meilleure	
adaptation	à	un	milieu	carencé	en	fer.	
Ces	 résultats	 constituent	 le	 début	 d’une	 histoire	 qui	 met	 en	 évidence	 un	 mécanisme	
intéressant	 et	 le	 caractère	 pléiotrope	 de	 ClbA.	 Malheureusement,	 l’hypothèse	 de	 la	





















Adaptation	 to	 nutrient	 limitation	 is	 a	 key	 driver	 of	 microbial	 fitness.	 Iron	 is	 an	 essential	
nutrient	for	bacterial	growth,	with	only	rare	documented	exceptions	(1,	2),	and	many	naturally	








into	 the	microorganism’s	 interior	 through	high-affinity	membrane	 transporters,	where	 it	 is	
transferred	 to	 iron-trafficking	 proteins	 (10,	 11).	 Siderophores	 are	 nonribosomal	 peptides	
(NRP)	or	polyketide	(PK)-NRP	hybrids	(12).	A	prerequisite	for	the	synthesis	of	all	NRPs,	PKs,	
and	 PK-NRP	 hybrids	 is	 the	 posttranslational	 attachment	 of	 P-Pant	 arms	 from	 coenzyme	A	
(CoA)	to	a	conserved	serine	residue	of	a	carrier	protein,	converting	inactive	apo-synthases	to	
active	 holo-synthases.	 This	 reaction	 is	 catalysed	 by	 members	 of	 the	 type	 II	 family	 of	







Colibactin	 is	 a	 genotoxin	 that	 induces	 DNA	 double-strand	 breaks,	 senescence	 and	
chromosomal	 abnormalities	 in	 eukaryotic	 cells	 (14–16)	 and	 was	 demonstrated	 to	 be	 a	
virulence	factor	in	a	mouse	model	sepsis	(17)	and	in	a	rat	model	of	neonatal	meningitis	(18).	
The	 PPTase	 involved	 in	 colibactin	 biosynthesis	 is	 called	 ClbA,	 and	 is	 encoded	 on	 the	 gene	
cluster	 allowing	 colibactin	 synthesis,	 the	 pks	 island.	 We	 have	 recently	 highlighted	 the	
existence	 of	 a	 cross-talk	 between	 colibactin	 and	 siderophores	 synthesis,	 as	 ClbA	 can	 also	
contribute	to	siderophores	biosynthesis	(19).		
We	have	also	recently	shown	that	the	expression	of	clbA	is	regulated	by	iron	bioavailability,	
leading	 to	 a	 modulation	 of	 colibactin	 biosynthesis	 (20).	 High	 iron	 supply	 inhibits	 clbA	
transcription	 whereas	 iron	 scarcity	 induces	 a	 longer	 maintenance	 of	 clbA	 transcription.	
Whereas	 the	 production	 of	 colibactin	 in	 high	 iron	 supply	 is	 inhibited	 (Tronnet	 et	 al.,	
submitted),	biosynthesis	of	colibactin	during	iron	scarcity	was	unknown.		
Here,	we	addressed	the	question	of	the	regulation	of	colibactin	synthesis	under	iron	scarcity.	








Iron	 scarcity	 induces	 a	 decrease	 of	 the	 genotoxicity	 associated	 with	 the	 colibactin	
production	
We	recently	showed	that	the	transcription	of	clbA	was	induced	in	iron	scarcity	conditions	(20).	
Here,	 we	 assessed	 the	 impact	 of	 iron	 scarcity	 on	 the	 production	 of	 the	 colibactin.	 The	
production	 of	 genotoxin	 colibactin	 was	 measured	 in	 wild	 type	 (WT)	 strain	M1/5	 through	







The	 mature	 colibactin	 has	 not	 been	 fully	 characterized	 yet.	 However,	 a	 biosynthesis	 by-
product	derived	from	the	colibactin	assembly	line,	i.e.	the	N-myristoyl-D-asparagine	moiety,	
has	been	recently	characterized	(21–23).	This	moiety	is	a	prodrug	motif	that	is	cleaved	during	
the	 late	 activation	 step	 (24).	We	 developed	 a	 LC-MS	 assay	 to	 quantitatively	measure	 the	
amount	of	N-myristoyl-D-asparagine	as	a	means	to	indirectly	quantify	the	production	of	the	
genotoxin	(25)	by	E.	coli	M1/5	(Figure	1C).	The	results	showed	that	in	low	iron	conditions,	the	
















MOI	 =	 200.	 B.	 The	 production	 of	 colibactin	 by	 E.	 coli	 strain	 M1/5	 was	 determined	 by	
quantification	of	H2AX	phosphorylation.	HeLa	cells	were	infected	with	E.	coli,	in	DMEM-Hepes	
supplemented	with	100μM	FeCl3	or	not,	then	washed	4h	post	infection.	The	cells	were	then	








































































The	 results	were	normalized	 to	 the	bacterial	biomass	and	are	presented	as	quantity	of	N-













and	 its	 two	 derivatives.	 Because	 M1/5	 is	 able	 to	 synthesize	 a	 PPTase-independent	
siderophore,	i.e.	aerobactin,	we	reproduced	this	experiment	in	a	K-12	E.	coli	strain,	MG1655.	















Bacterial	 strains	 used	 in	 this	 study	 are	 listed	 in	 Table	 1.	 For	 genetic	manipulations,	 E.	 coli	
strains	were	routinely	grown	at	37°C	under	shaking	in	3ml	of	Lennox	L	broth	(LB,	Invitrogen).	
Kanamycin	 (50	 μg/ml)	 or	 chloramphenicol	 (25	 μg/ml)	 were	 added	 to	 the	 medium	 when	
required.	Inactivation	of	E.	coli	genes	was	undertaken	using	phage	λ	Red	recombinase	(26).	
The	primers	used	to	construct	mutants	are	shown	in	Table	1.	Allelic	exchanges	were	confirmed	
by	 PCR.	 For	 megalocytosis	 assay,	 genotoxicity	 assay	 and	 N-myristoyl-D-asparagine	
quantification,	E.	coli	strains	were	grown	overnight	in	DMEM	containing	Hepes	(DMEM-Hepes,	
Gibco,	0.034	μM	Fe)	at	37°C	with	shaking.	The	overnight	cultures	were	then	diluted	1:50	in	






































































DMEM DMEM + 40µM 8-HQ
Résultats	expérimentaux	
-	135	-	


















and	 filtered.	 Quantification	 experiments	 were	 conducted	 with	 ultra-performance	 liquid	
























by	 γ-H2AX	 immunofluorescence	 analysis	 (19);	 this	 assay	 monitors	 the	 phosphorylation	 of	
histone	H2AX,	a	sensitive	marker	of	double	strand	DNA	breaks.	HeLa	cells	(1.5	×	104	cells	in	
200	μl	Dulbecco’s	modified	 Eagle’s	medium	 supplemented	with	 10%	 foetal	 calf	 serum,	 80	





paraformaldehyde	 and	 processed	 as	 previously	 described	 (19).	 Rabbit	 monoclonal	 anti-γ-
H2AX	 antibody	 #9718	 (Cell	 Signaling	 Technology	 Inc,	 Danvers	 MA)	 was	 diluted	 1:500	 in	
blocking	 solution	and	 incubated	 for	2h	at	 room	temperature.	 IRDyeTM	800CW-conjugated	
goat	anti-rabbit	secondary	antibody	was	diluted	1:100	in	blocking	solution	and	incubated	for	
1	h.	RedDot2	(Biotium)	was	used	for	DNA	labelling.	DNA	and	γ-H2AX	were	visualized	using	an	
Odyssey	 Infrared	 Imaging	 Scanner	 (Li-Cor	 ScienceTec,	 Les	 Ulis,	 France)	 using	 680nm	 and	
800nm	channels	for	RedDot2	and	IRDyeTM800	respectively.	Relative	fluorescence	units	for	γ-
H2AX	per	 cell	 (as	determined	by	γ-H2AX	divided	by	DNA	content)	were	divided	by	vehicle	



















Les	 résultats	 préliminaires	 obtenus	 dans	 cette	 étude	 inachevée	 montrent	 que	 dans	 ces	
conditions,	l’induction	plus	forte	de	clbA	est	associée	à	une	diminution	de	la	biosynthèse	de	
la	colibactine.	Deux	hypothèses	peuvent	expliquer	ces	résultats.	D’abord,	 il	 semblerait	que	
















hypothèse	 n’exclut	 pas	 pour	 autant	 la	 seconde,	 et	 une	 combinaison	 des	 deux	 pourrait	
également	exister.		
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coli	du	 groupe	B2,	 était	 un	 facteur	 de	 virulence	 dans	 des	modèles	 rongeurs	 de	méningite	
néonatale	et	de	septicémie	[227,228].	Cependant,	 la	niche	primaire	de	E.	coli	est	 l’intestin,	
qu’elle	colonise	dès	les	premières	heures	après	la	naissance	et	où	elle	persiste	tout	au	long	de	
la	 vie.	 Une	 seule	 étude	 épidémiologique	 indique	 le	 rôle	 putatif	 de	 la	 colibactine	 dans	
l’implantation	de	E.	coli	dans	le	tube	digestif	[316].		
	
Dans	 ce	 travail,	 nous	 avons	 voulu	 élucider	 le	 rôle	 de	 la	 colibactine	 dans	 la	 capacité	 de	
colonisation	du	tractus	intestinal	par	E.	coli,	grâce	à	l’utilisation	d’un	modèle	de	colonisation	



















The	 intestinal	 microbiota	 plays	 a	 major	 role	 in	 the	 development	 of	 digestive,	 metabolic,	
immune	and	neurologic	functions	of	the	host.	The	initial	microbial	load	of	new-born	originates	
from	the	nearby	environment	and	from	the	intestinal	and	vaginal	microbiota	of	the	mother	
(1,	 2),	 and	 then	 evolves	 toward	 a	 complex	 consortium	 throughout	 host	 development	 and	
environmental	exposures.	Escherichia	coli	is	a	common	bacterium	of	the	intestinal	commensal	
microflora	of	human	and	warm-blooded	animals,	colonizing	the	digestive	tract	within	hours	
or	 days	 after	 birth,	 dominating	 the	 microbiota.	 Then	 E.	 coli	 becomes	 the	 predominant	
facultative	anaerobic	bacteria	within	the	mature	gut	microbiota,	establishing	a	stable	lifelong	
interaction	with	the	host.	Phylogenetic	analysis	revealed	that	E.	coli	can	be	classified	into	7	
major	 phylogenetic	 groups	 (3).	 The	 B2	 group	 contains	 the	 highest	 number	 of	 strains	
responsible	for	chronic	(cancers,	Crohn’s	disease,	…)	or	extra-intestinal	infections	(neonatal	









About	 50%	of	 the	 B2	 group	 strains	 synthesize	 a	 genotoxin	 named	 colibactin,	 a	 polyketide	
nonribosomal	 peptide	 hybrid	 compound	 (Nougayrède	 et	 al.,	 2006;).	 This	 secondary	
metabolite	 is	 produced	 by	 the	 pathogenicity	 pks	 island,	 that	 encodes	 for	 nonribosomal	
peptide	 synthases	 (NRPS),	 polyketide	 synthases	 (PKS),	 hybrids	 PKS-NRPS,	 additional	











mimics	 the	 natural	 transmission	 of	 E.	 coli	 from	 mothers	 to	 newborns.	 We	 tested	 the	
colonization	capacity	of	a	colibactin	producing	E.	coli	mutated	or	not	for	the	clbP	gene.	We	










37°C	under	240	r.p.m.	shaking	 in	3mL	of	Lennox	L	broth	 (LB,	 Invitrogen).	Streptomycin	 (50	






using	 primers	 PM_clbP_P1	 (5’-TTCCGCTATGTGCGCTTTGGCGCAAGAACA	
TGAGCCTATCGGGGCGCAAGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC-3’)	 and	 PM_clbP_P2	 (5’-
GTATACCCGGTGCGACATAGAGCATGGCGGCCACGAGCCCAGGAACCGCCCATATGAATATCCTCCT
TAG-3’).	 The	 mutation	 of	 the	 gene	 was	 verified	 by	 PCR	 using	 primers	 IHAPJPN29	 and	
IHAPJPN30	 (19).	Before	oral	 administrations,	 all	E.	 coli	 strains	were	grown	overnight	 in	 LB	
broth	supplemented	with	the	appropriate	antibiotics,	then	these	cultures	were	diluted	1	:50	









































tissue	homogenizer.	At	D28,	 feces	homogenates	were	prepared.	 10-fold	 serial	 dilutions	of	
homogenates	were	 plated	 on	MacConkey	 agar	 plates	 supplemented	with	 the	 appropriate	
antibiotics.	The	limit	of	detection	was	102	CFU/ml.	To	distinguish	strains	SP15	and	MG1655,	






































from	 the	B2	group	 colonized	 the	newborns	guts	 at	 a	high	 level	 at	 all	 time	points.	 (Fig.	 2).	












































































































*** *** ns **
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La	 colibactine	 est	 une	 toxine	 synthétisée	 par	 une	 machinerie	 complexe,	 codée	 par	 l’îlot	
génomique	pks	de	54kb.	A	l’image	des	facteurs	de	virulence,	les	gènes	des	îlots	génomiques	
ne	 sont	 pas	 exprimés	 constitutivement,	mais	 répondent	 à	 des	 signaux	 environnementaux,	
grâce	à	des	régulateurs	codés	par	l’îlot	génomique	ou	non.		
Le	gène	clbR,	appartenant	à	l’îlot	pks,	code	pour	une	protéine	comportant	un	motif	de	liaison	
















1).	 Fur	 active	 le	 T3SS	 via	 l’induction	 de	 l’expression	 de	 hilA,	 un	 activateur	 de	 ce	 système	
[255,320].	 RyhB	 favorise	 la	 formation	 de	 biofilm	 chez	 V.	 cholerae	 alors	 que	 chez	 S.	
typhimurium,	 le	 paralogue	 de	 RyhB,	 RyhB2,	 réprime	 la	 motilité	 [175].	 RyhB	 et	 Fur	 sont	
également	 impliqués	dans	 la	production	de	toxines	[175,319,321–323]	 ,	 le	quorum	sensing	







encore	 inconnu,	 a	 été	mis	 en	 évidence	 dans	mon	 travail	 de	 recherche	 (Tronnet	et	 al.,	 en	
révision).	Cette	régulation	de	la	biosynthèse	de	colibactine	par	le	fer,	et	indépendante	de	RyhB	
et	 Fur,	 pourrait	 faire	 intervenir	 par	 exemple	 un	 système	 à	 deux-composants.	 Ceux-ci	












et	 la	 protéase	 ClpQ,	 qui	 agiraient	 post-traductionnellement,	 a	 été	 démontrée	 par	 notre	
laboratoire	[216].	Le	mécanisme	de	régulation	aboutissant	à	la	modulation	de	la	production	
de	la	colibactine	par	ces	deux	protéines	reste	inconnu.	Par	ailleurs,	des	données	préliminaires	
suggèrent	 que	 le	métabolisme	 des	 polyamines	 jouerait	 un	 rôle	 dans	 la	 biosynthèse	 de	 la	
















Nous	 privilégions	 l’hypothèse	 que	 ClbA	 pourrait	 être	 redirigée	 vers	 la	 synthèse	 des	
sidérophores	 lors	 d’une	 carence	 en	 fer.	 En	 effet,	 dans	 des	 conditions	 de	 carence	 en	 fer	
l’acquisition	du	 fer	est	essentielle	à	 la	 survie	de	 la	bactérie,	qui	va	déployer	un	arsenal	de	
mécanismes	 permettant	 l’acquisition	 du	 fer.	 La	 redirection	 de	 ClbA	 vers	 la	 synthèse	 des	
sidérophores	pourrait	permettre	une	meilleure	efficacité	dans	l’acquisition	du	fer,	et	donc	une	
meilleure	 adaptation	à	 l’environnement,	 et	 donc	une	meilleure	 colonisation.	 Peu	d’études	
relatent	 l’existence	de	PPTases	pléiotropes	permettant	 la	 synthèse	de	plusieurs	molécules	
fonctionnellement	différentes.	Une	PPTase	chez	Streptomyces	ambofaciens	a	été	 identifiée	
comme	 jouant	un	rôle	multiple,	puisqu’elle	est	 impliquée	dans	 la	biosynthèse	à	 la	 fois	des	
antibiotiques	 spuramycine	 (PK)	 et	 stambomycine	 (PK),	 mais	 aussi	 dans	 la	 synthèse	 de	 la	















































colibactine	 était	 complexe	 et	 multifactorielle.	 Elle	 soulève	 de	 nombreuses	 questions	
auxquelles	nous	pourrions	tenter	de	répondre	par	des	expériences	complémentaires	:	
	
1°)	Élucidation	de	 l’implication	directe	ou	 indirecte	de	Fur	et	RyhB.	Nous	avons	 identifié	 la	
présence	de	deux	Fur-boxes	putatives	en	amont	de	clbA.	La	mutation	de	ces	sites	de	fixation	
putatifs	puis	l’analyse	de	l’expression	de	clbA	ou	d’expériences	de	retard	sur	gel	pourraient	
permettre	 l’identification	du	 site	de	 fixation	 spécifique	de	 Fur	 sur	clbA.	Afin	d’identifier	 le	















informatif.	 Cela	 permettrait	 d’identifier	 si	 ClbA	 est	 plus	 spécifiquement	 impliquée	 dans	 la	
synthèse	 d’un	 sidérophore	 ou	 de	 plusieurs	 sidérophores.	 Des	 approches,	 telles	 que	






la	 colibactine	 implique	 l’intervention	 de	 régulateurs	 n’appartenant	 pas	 à	 l’îlot.	 De	 plus,	 il	
semblerait	que	 les	 gènes	de	 l’îlot	 soient	différentiellement	 régulés	en	 fonction	des	 stimuli	
[215,216,318].	Par	ailleurs,	plusieurs	études	publiées	récemment	ont	identifié	de	nombreux	
intermédiaires	de	synthèse	de	la	colibactine	[175,175,196,203,204,208,209],	qui	semblent	en	
plus	différer	quantitativement	 selon	 les	 souches	de	E.	 coli,	 suggérant	que	 les	 systèmes	de	
régulation	de	 la	colibactine	pourraient	ne	pas	être	 les	mêmes	en	 fonction	des	souches.	 La	
régulation	 différentielle	 des	 gènes	 de	 l’îlot	 pourrait	 aussi	 modifier	 à	 la	 fois	 le	 type	 de	
métabolites	synthétisés,	ainsi	que	leurs	quantités	respectives.		











les	champignons,	 les	plantes	et	 les	animaux.	Ces	molécules,	synthétisées	 indépendamment	

























nouveau-né,	elle	 semble	néanmoins	 jouer	un	 rôle	dans	 la	persistance	et	 le	maintien	de	 la	
souche	dans	l’intestin.	Les	différences	observées	entre	les	résultats	obtenus	précédemment	






passer	 d’une	 alimentation	maternelle	 lactée	 à	 une	 alimentation	 solide	 granulée,	 jusqu’au	
sevrage.	 Ce	 dernier	 induit	 un	 changement	 et	 une	 complexification	 de	 la	 flore	 intestinale,	
accompagné	 d’une	 maturation	 du	 système	 immunitaire	 [334,335].	 C’est	 donc	 lorsque	
l’ensemble	de	ce	système	devient	complexe	que	la	colibactine	semble	jouer	un	rôle	crucial	
dans	 la	 persistance	 des	 souches	 de	 E.	 coli	 la	 produisant.	 Le	 rôle	 de	 la	 colibactine	 dans	 la	
colonisation	intestinale	est	confirmé	également	lorsque	les	souches	sont	en	compétition.	En	
effet,	la	perte	de	production	de	colibactine	rend	la	souche	qui	la	produisait	plus	permissive	




la	 colonisation	 intestinale	 et	 un	 facteur	 de	 survie	 associé	 au	 commensalisme.	 Une	 étude	
















antibiotique	 sur	 Bacillus	 subtilis	 [175].	 Même	 si	 ces	 résultats	 semblent	 montrer	 que	 la	
colibactine	ou	l’un	de	ses	intermédiaires	auraient	un	effet	antibiotique	sur	d’autres	bactéries,	
ce	mécanisme	semble	complexe,	et	dépendre	des	conditions	d’expérimentation.		
Néanmoins,	 en	 prenant	 en	 compte	 le	 fait	 que	 certains	 environnements	 riches	 mais	
compétitifs,	tel	que	l’intestin,	peuvent	abriter	un	grand	nombre	de	populations	bactériennes,	
l’activité	antibiotique	de	la	colibactine	pourrait	procurer	un	avantage	à	la	souche	de	E.	coli	qui	




aux	 fonctions	 pléiotropes	 de	ClbA,	 qui	 peut	 participer	 à	 la	 synthèse	 de	 ces	 deux	 types	 de	
métabolites	fonctionnellement	différents.	Le	maintien	de	la	colonisation	intestinale	requiert	
un	 nombre	 important	 de	 capacités,	 dont	 la	 compétition	 pour	 les	 nutriments	 essentiels	 et	
l’adaptation	 de	 la	 réponse	 à	 une	 carence.	 Le	 groupe	 phylogénétique	 B2	 a	 une	 capacité	
supérieure	à	acquérir	le	fer,	puisqu’il	est	capable	de	synthétiser	un	large	panel	de	sidérophores	
et	 d’exprimer	 ChuA,	 récepteur	 externe	 de	 l’hème,	 contrairement	 aux	 autres	 groupes	
phylogénétiques.	 De	 plus,	 au	 moins	 50%	 de	 ces	 souches	 B2	 synthétisent	 la	 colibactine.	
D’ailleurs,	 l’îlot	 génomique	 pks	 est	 systématiquement	 associé	 à	 l’îlot	 génomique	 HPI	
permettant	la	biosynthèse	de	la	yersiniabactine	[198].	La	connexion	entre	la	colibactine	et	les	




s’associer	 de	manière	 covalente	 avec	 l’un	 des	 sidérophores	 synthétisés	 par	 la	 bactérie,	 et	
former	ainsi	un	complexe	appelé	sidéromycine.	En effet, les voies d’acquisition du fer 
utilisant des sidérophores peuvent aussi être utilisées pour véhiculer des 
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antibiotiques vers l’intérieur de la bactérie, sous forme de sidéromycine; une 






la	 colonisation	 intestinale,	 ont	 permis	 de	montrer	 que	 la	 colibactine	 avait	 un	 rôle	 dans	 la	










le	 microbiote	 intestinal	 ?	 Pendant	 les	 expériences	 de	 colonisation,	 nous	 nous	 sommes	
concentrés	sur	le	suivi	de	souches	de	E.	coli,	mais	il	serait	également	intéressant	d’explorer	les	
conséquences	 de	 la	 colonisation	 par	 ces	 souches	 produisant	 la	 colibactine	 sur	 le	 reste	 du	
microbiote.	Afin	d’analyser	la	composition	du	microbiote	en	fonction	du	temps	et	des	souches	
inoculées	(produisant	la	colibactine	ou	non),	nous	avons	prélevé	des	échantillons	de	fèces	et	





3°)	 Nous	 avons	 ici	 utilisé	 un	 modèle	 de	 colonisation	 stable	 et	 naturel,	 permettant	
l’implantation	massive	 de	 souche	 de	E.	 coli	 au	 sein	 d’une	microflore	 endogène	 complexe.	
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L’utilisation	 d’autres	 modèles	 expérimentaux	 tels	 que	 le	 modèle	 axénique/gnotobiotique	
pourrait	 permettre	 d’évaluer	 le	 rôle	 de	 la	 colibactine	 lorsque	 la	 souche	 n’est	 pas	 en	
compétition	 avec	 d’autres	 espèces	 bactériennes.	 Nous	 avons	 d’ailleurs	 entrepris	 une	
collaboration	avec	l’équipe	de	Muriel	Thomas	de	Jouy-en-Josas	qui	travaille	sur	des	modèles	
murins	axéniques.	La	mise	en	place	de	ce	type	de	protocole	pourra	également	nous	permettre	












entraîner	 ou	 être	 associé	 à	 des	 pathologies	 sévères	 telles	 que	 l’obésité,	 le	 diabète,	
l’inflammation	 chronique	 de	 l’intestin,	 les	 maladies	 chroniques	 respiratoires,	 les	 allergies	
alimentaires,	les	cancers,	le	SIDA,	l‘autisme,	etc…[1,2].		
	










le	développement	de	maladies	 font	 l’objet	de	nombreuses	études	connues	 (Werner	et	al.,	
2011;	Dostal	et	al.,	2012;	Tompkins	et	al.,	2001.).	Ainsi	il	a	été	montré	que	la	supplémentation	
en	fer	alimentaire	peut	modifier	l’équilibre	du	microbiote	et	favoriser	la	croissance	de	souches	
pathogènes	 plus	 que	 celle	 de	 souches	 qui	 sont	 bénéfiques,	 comme	 le	 décrivent	 quelques	
études.	 	 Par	 exemple,	 une	 étude	 menée	 chez	 des	 enfants	 kenyan	 a	 montré	 que	 la	
supplémentation	 en	 fer,	 en	 plus	 de	 causer	 une	 inflammation	 intestinale,	 aboutit	 à	 une	




augmentation	 du	 nombre	 d’entérobactéries,	 une	 diminution	 de	 lactobacilles,	 accompagné	
d’une	 augmentation	 de	 calprotectine,	 un	 marqueur	 de	 l’inflammation	 intestinale	 [52],	






Si	 la	 quantité	 de	 fer	 alimentaire	 influence	 composition	 du	microbiote	 [45,55,340,341],	 les	
effets	du	microbiote	sur	l’homéostasie	du	fer	chez	l’hôte	n’ont	été	que	peu	étudiés.	Une	étude	
récente	montre	 que	 les	 bactéries	 de	 l’intestin	 induisent	 la	 diminution	 de	 l’expression	 des	
protéines	 DcytB	 (Duodenal	 Cytochrome	 B)	 et	 DMT1	 (Divalent	 Metal	 Transporter	 1),	
impliquées	 dans	 l’acquisition	 apicale	 du	 fer	 des	 cellules	 épithéliales.	 De	 plus,	 cette	 étude	
montre	que	les	cellules	intestinales	de	souris	axéniques	sont	appauvries	en	fer,	mais	que	la	







la	 bactérie,	 et	 entre	 la	 colibactine	 et	 la	 colonisation	 intestinale,	 de	 nombreuses	 questions	









composent	 [40,45,51,175,301].	 Cependant,	 ces	 études	 ne	 se	 sont	 pas	 spécifiquement	
intéressées	 aux	 souches	 du	 groupe	 phylogénétique	 B2.	 Le	 suivi	 de	 la	 colonisation	 de	 ces	
souches,	mutées	ou	non	pour	la	synthèse	de	colibactine	ou	des	sidérophores,	en	fonction	de	






qui	 produisent	 la	 colibactine	 chez	 des	 nouveau-nés	 permettrait	 d’établir	 un	 lien	 entre	 la	
colonisation	 de	 ces	 souches	 et	 l’alimentation	 du	 nourrisson	 (lait	 maternisé	 vs	 formule	














Regroupées,	 ces	 données	 (résumées	 dans	 le	 schéma-bilan	 Figure	 32)	 donnent	 des	 pistes	




méningites,	 …)	 ou	 chroniques	 (cancers,	 maladie	 de	 Crohn,	 allergies,	 …).	 Donc	 essayer	 de	
comprendre	les	causes	de	cette	émergence,	c’est	tenter	d’expliquer	l’apparition	de	plus	en	













permet	 également	 une	 meilleure	 adaptation	 dans	 une	 niche	 dans	 l’intestin,	 en	 fonction	 notamment	 de	 la	
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Our	 team	has	 recently	demonstrated	 that	ClbA	can	sustain	 siderophores	biosynthesis,	and	
replaces	 EntD,	 highlighting	 a	 connexion	 between	 multiple	 pathways	 and	 leading	 to	 the	
biosynthesis	of	distinct	secondary	metabolites	in	a	given	micro-organism.		
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